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要　旨
　本研究は、発育段階にあるラットの一次および二次海綿骨の構造を観察することにより、
発育に伴う骨組織および細胞の分化度の変化を機能に関連づけて検討することを目的とした。
３、５および10週齢のウィスター系雄性ラットを実験材料とし、下肢骨を摘出して種々の標
本を作製することにより、肉眼的観察および組織学的に観察した。
　一次海綿骨の骨梁は、週齡が進むにしたがって太さを増した。また、二次海綿骨の骨梁も
太くなると同時に、骨梁の配列状態に規則性が現れ、それらは主として上下方向に配列する
ような変化が見られた。５週齢までは、一次海綿骨の中でも骨端軟骨直下に位置するものは
石灰化軟骨梁で構成されているが、10週齢ではその部位ですでに淡い染色性の骨が添加され
ていた。二次海綿骨ではいずれの週齡の骨梁にも骨の添加がみられるが、５週齢以降では骨
基質内に層板様構造がしばしば観察された。３週齢の一次海綿骨に存在する骨芽細胞は極性
の不定なものがみられるが、週齡が進むにしたがってそれに明瞭な極性が表れ、細胞質の塩
基性色素への染色性が高まっており、このような変化は二次海綿骨においても認められた。
　このように、海綿骨の骨梁には、発育に伴って太さの増加のみならず、基質線維の構造に
も変化をもたらすことによって力学的強化が図られており、これには骨芽細胞の分化が関わ
っているであろうことが推測された。
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はじめに
　我が国では、進行する人口の高齢化に伴って健康の保持・増進に強く関心が持たれてお
り、そのひとつに多くの高齢者に発症する骨粗鬆症予防があげられる。それでは適切な栄養
摂取や運動実践が推奨されており、その一方で薬剤の研究開発も積極的に進められてい
る1-3）。しかしながら、それだけでは必ずしも十分な骨量増加に結びつかず、骨を形作る内
部環境の改善が大きな鍵となる。それには骨へのメカニカルストレスが深く関わるとされ、
日常生活や運動によって骨に刺激を繰り返し与えることが、骨の構造と機能の維持に必要不
可欠であると考えられている4-7）。
　骨はコラーゲン線維に無機質の結晶が沈着することによって形成される8、9）。その結晶は
時間経過に伴って成長し続けるため、適切な骨の新陳代謝が行われなければ、無機質の過度
な成長によって骨にもろさが生じる。そのようなことを避けるために、骨では新しい骨に置
換するリモデリングを行い、硬さとしなやかさを維持している。特に、身体の各器官が急激
な形成や成長を遂げる胎児期や、出生後の発育期および骨折後の早期治癒課程では、その発
育スピードに見合うように速い骨の形成と吸収（骨代謝回転）が行われている。
　成人の骨では、基質線維が密で層板ごとに異なる配列方向を示し、その構造が高い力学的
強度もたらしている。しかし、先に述べた胎児期や発育期ならびに骨折の早期治癒期では、
骨の強度よりも形成速度が重視されるため、基質線維は疎で、その配列状態も不規則な力学
的強度の低いものが形成される。このような骨構造の違いは、組織分化度の違いとして認識
されており、それは骨形成に携わる骨芽細胞の分化度の違いによって生じると考えられてい
る。
　このような骨の組織分化は加重条件に大きく影響を受けるが、運動による骨量増加を示し
た先行研究10、11）では、そのような骨の組織分化ならびに骨芽細胞の細胞分化という視点で検
討した報告はなされていない。本研究では、骨量増加がもたらされる運動実験に先立ち、ま
ずさまざまな発育段階にあるラットを用いて、それらの一次および二次海綿骨の構造を観察
することにより、発育に伴う骨組織および細胞の分化度の変化を機能に関連づけて検討する
ことを目的とする。
実験方法
材料および標本摘出
　３、５および10週齢のウィスター系雄性ラット（各６匹ずつ（計18匹））を実験材料とし
た。それらをジエチルエーテルで深麻酔後、苦痛を与えないように屠殺し、死亡を確認後、
極力軟組織を除去して下肢骨を摘出した。ダイヤモンドディスクを用いて膝関節を中心に上
下２cmの大きさにトリミングし、さらに矢状割断した。それを速やかに４%パラフォルム
アルデヒド液に浸漬し、染色法別に固定時間を変え１〜４日間固定した。
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肉眼的観察および走査電子顕微鏡観察用の標本の作製と観察
　肉眼的観察では、固定された標本を次亜塩素酸ナトリウムに浸漬した後、水洗、乾燥し実
体顕微鏡により観察した。同様に、次亜塩素酸ナトリウム処理した標本を試料台に装着し、
カーボンとプラチナを真空蒸着して、走査電子顕微鏡により観察した。
組織学的観察用標本の作製と観察
　固定された標本をEDTA（pH7.4）にて脱灰し、脱水、透徹の後パラフィンに包埋し、ミ
クロトームにて厚さ５ミクロンの完全連続切片を作成した。それらにヘマトキシリン・エオ
ジン染色を施し、光学顕微鏡により観察した。
樹脂包埋研磨標本の作成
　固定された標本を通法に従い、脱水、透徹の後リゴラック樹脂に包埋し、加温重合した。
各ブロックを厚さ約100ミクロンの厚さまで丁寧に研磨し、酸エッチングの後トルイジンブ
ルー染色を施して、光学顕微鏡で観察した。
所　見
１．肉眼解剖学的所見
　次亜塩素酸ナトリウム処理された脛骨の矢状割断標本を用いて、その断面をトレースし観
察すると、３週齢の骨端は前後的な中央部に頂点をもつ三角形に近い形をなしている。それ
は週齢が進むにしたがって前後的な幅を増すとともに、前方および後方への突出が顕著とな
り、骨端表面は平坦となる。いずれの週齢においても、この標本は次亜塩素酸ナトリウム処
理によって骨端軟骨が溶出しており、その骨端軟骨に相当する部位の下方に近位海綿骨が存
在する。近位海綿骨は骨端軟骨側の一次海綿骨と、それより下方の二次海綿骨に区分され、
肉眼的観察では一次海綿骨はかなり緻密な一様の構造物として認められる。それに対して、
二次海綿骨では個々の骨梁の存在を識別することが可能とされる。この二次海綿骨の骨梁
は、３週齢では不規則に配列しているが、５週齢になると骨梁の密度が増し、中には幅の広
い骨梁や、上下方向に配列する骨梁がみられるようになる。そして、10週齢になると、骨梁
の密度は低下するが、骨梁の配列状態に規則性が現れ、それらは主として上下方向に配列し
ている（図１）。
２．組織学的所見
　肉眼的観察で用いた標本と同様に、矢状割断された脛骨に次亜塩素酸ナトリウム処理を施
し、その割断面を走査電子顕微鏡で観察すると、脛骨近位骨幹端における一次海綿骨の骨梁
は、３および５週齢では上下方向に伸びる柱状の構造をなし、その上端は溶出した骨端軟骨
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内にも達している。骨梁の表面には棘状の凹凸が存在し、骨梁間には髄腔の間隙が認められ
る。10週齢では、骨端軟骨に相当する部位に、上下的に幅の広い板状の石灰化構造物がみら
れ、その下端からかなり太い骨梁が下方に向かって伸びている（図２）。
　脛骨の一次海綿骨を、樹脂包埋した研磨標本で観察すると、いずれの週齡においてもトル
イジンブルー染色で淡い紫色に染まる骨端軟骨が存在する。３および５週齢における骨端軟
骨の下方の領域には肥大した軟骨細胞が存在するが、その密度は５週齢の方がやや低い。ま
た、10週齢ではそれらの細胞の肥大化が弱く、また、密度も低下している。骨端軟骨下部の
予備石灰化帯は濃い青色に染色される。それは３週齢では肥大した軟骨細胞の狭い間隙にわ
ずかに見られる程度であるが、５週齢ではその幅が増し、10週齢になると骨端軟骨下部の全
体が濃い青色に染色されるようになる（図３）。
　骨端軟骨の下方には、予備石灰化帯と同様に青色に濃く染色される一次海綿骨の骨梁が下
方に向かって伸びている。その骨梁は３週齢ではかなり細く不連続なものもあるが、５週齢
ではやや太さを増し、10週齢では顕著な太さの増大がみられる。これらはいずれも骨端軟骨
の予備石灰化帯から連続している（図３）。
図１．各週齢における脛骨海綿骨のトレース 
　　　（脛骨の矢状割断面のトレース、左＝前方、右＝後方）　 
　３週齢の二次海綿骨の骨梁は不規則に配列しているが、５週齢では骨梁は密となり、幅の広い骨梁も出現する。
10週齢では、骨梁の密度は低下するが、骨梁の配列状態に規則性が現れ、それらは主として上下方向に配列する。
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　二次海綿骨の骨梁も、いずれの週齢においても下方に向かって配列しているが、３週齢で
は細く不連続なものが多く観察され、５週齢ではそれらは太さと密度が増加する。10週齢に
なると一次海綿骨と同様に、二次海綿骨の骨梁もさらに太さを増す。しかし、二次海綿骨の
中でも下方の部位では、５週齢に比べて骨梁の密度がやや低下している部位も認められる
（図３）。
　それぞれの週齡の一次海綿骨を拡大して観察すると、３週齡から５週齢になるにしたがっ
て一次海綿骨の骨梁は太さを増すが、基質の染色性は一様で、いずれもトルイジンブルーに
濃く染色されている。10週齢の骨梁にも同様な染色性を示すものが多く認められるが、一次
海綿骨の下方の領域では、トルイジンブルーに濃く染まる骨梁表面に、淡い染色性の骨組織
がわずかに添加されているものもみられる（図４）。
　二次海綿骨を拡大して観察すると、いずれの週齡の骨梁も、トルイジンブルーに濃く染ま
図２．一次海綿骨と二次海綿骨の移行部（脛骨の矢状割断面の走査電子顕微鏡像） 
　３および５週齢の一次海綿骨の骨梁は、上下方向に伸びる柱状の構造をなし、それらの上端は溶出した骨端軟骨
内に達しているが、骨梁間には髄腔が認められる。10週齢では、骨端軟骨に相当する部位に板状の石灰化した構造
物がみられ、その下端からは、かなり太い骨梁が下方に向かって伸びている。
図３．脛骨近位部の一次および二次海綿骨における骨梁の密度と配列方向 
　　　（非脱灰樹脂包埋研磨標本、トルイジンブルー染色） 
　３および５週齢における骨端軟骨の下方の領域には肥大した軟骨細胞が存在する。しかし、10週齢ではそれらの
細胞の肥大化が弱く、また、密度も低下しており、基質に関しても予備石灰化帯全体が濃い青色に染色される。一
次および二次海綿骨のいずれも３週齢では細く、不連続なものが多く見られるが、週齡が進むにしたがって太さを
増している。 
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る部分を薄紫色の骨組織が取り巻いている状態がみとめられる。また、５週齢の骨梁では骨
基質内に、骨梁表面に対して平行な線が不明瞭ながらみられる部位が出現している。また、
10週齢ではそのような骨基質内に明瞭な層板様構造がしばしば認められる（図５、７）。
　一次海綿骨の骨梁表面に存在する骨芽細胞をみると、３週齢では骨梁付近に骨芽細胞と思
われる細胞は観察されるが、それらは骨梁表面全体を被うことはない。また、それらの細胞
には、核の位置からみた細胞の極性が不定なものもみられ、骨梁表面には骨の添加が認めら
れない。５週齢では骨梁表面に細胞の極性が明瞭なものが見られ始め、また、その数も３週
齢よりも増し、さらに細胞質のヘマトキシリンの染色性がやや高まっている。紫色に染色さ
れる石灰化軟骨基質表面に、すでにエオジンに淡く染まる骨が添加されている状態も認めら
れる。10週齢では、明瞭な極性を示す骨芽細胞が骨梁表面に多数集積し、それらの細胞質の
図４．各週齢の一次海綿骨の拡大像（非脱灰樹脂包埋研磨標本、トルイジンブルー染色） 
　海綿骨の中でも、一次海綿骨に週齡ごとの明瞭な太さの違いが認められる。これらの骨梁は基本的にトルイジン
ブルーに濃く染まっているが、10週齢では、一次海綿骨の骨梁においても、その表面に淡い染色性の骨組織がわず
かに添加されている。
図５．各週齢の二次海綿骨の拡大像（非脱灰樹脂包埋研磨標本、トルイジンブルー染色） 
　いずれの週齡の骨梁も、トルイジンブルーに濃く染まる石灰化軟骨基質を芯として、その周囲を薄紫色の骨組織
が取り巻いているが、週齡が進むにしたがって骨の添加量が増加する。5および10週齢の骨梁の骨基質内には、骨
梁表面に対して平行な層板様構造がみられる部位も出現している。 
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染色性も５週齢に比較して高くなっている。石灰化軟骨基質表面に添加された骨基質の染色
性もやや５週齢に比べて高い（図６）。
　脱灰パラフィン切片にヘマトキシリン・エオジン染色を施して、二次海綿骨の骨梁を観察
すると、いずれの週齡のものも一次海綿骨より骨基質がエオジンに濃く染色されており、ま
た、同じ二次海綿骨の中で比較すると、週齢が進むにしたがってより染色性が高まっている。
二次海綿骨にみられる骨芽細胞は一次海綿骨のものと比較してやや大型となり、また、極性
が明瞭なものが多くみられ、細胞質がヘマトキシリンに濃く染まっている。そのような状況
は同じ二次海綿骨の中でも、週齡が進むにしたがってより顕著に観察される（図７）。
図６．一次海綿骨における骨芽細胞の分布と形態（脱灰パラフィン切片、ＨＥ染色） 
　３週齢の骨芽細胞は骨梁表面全体を被うことはなく、核の位置からみた細胞の極性が不定なものもみられ、骨梁
表面には骨の添加が認められない。５週齢では、石灰化軟骨基質表面にエオジンに淡く染まる骨がわずかに添加さ
れ、そこには極性をもつ骨芽細胞が見られ始めている。また、その細胞質のヘマトキシリンに対する染色性は３週
齢に比べてやや高い。10週齢では、石灰化軟骨基質表面に添加された骨基質の染色性もやや高くなる。そこに存在
する骨芽細胞も明瞭な極性を示し、細胞質の染色性も５週齢に比較して高い。
図7．二次海綿骨における骨芽細胞の分布と形態（脱灰パラフィン切片、ＨＥ染色）
　　二次海綿骨の骨梁は、いずれの週齡のものも一次海綿骨よりエオジンに濃く染色され、週齢が進むにしたがっ
てその染色性は高まる。この部位における骨芽細胞は一次海綿骨のものと比較してやや大型となり、また、極性が
明瞭なものが多く、細胞質のヘマトキシリンに対する染色性も高い。このような細胞の特徴は二次海綿骨の中でも、
週齡が進むにしたがってより顕著となる。
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考　察
　本研究は発育段階にあるラット一次海綿骨と二次海綿骨の構造を観察することにより、発
育に伴う骨組織および細胞の分化度の変化を検討するものである。
　発育期の長骨には、骨端軟骨の直下に一次および二次海綿骨が存在し、それらの骨梁構造
にはリモデリングと呼ばれる大きな変化が生じる。リモデリングは長骨の長軸方向への発育
にも関わるが、それはまた、骨にかかる加重に対する力学的強度の改善という側面にも深く
関わっている。特に、後者は骨梁の配列方向と加重の力線の方向が一致することを示した
Wolff の法則4-7）にしたがって進められるとされている。
　本研究における著者の観察によると、肉眼的には一次海綿骨はかなり緻密な一様の構造を
なしているため、その骨梁構造が識別されない。しかし、走査電子顕微鏡で観察すると、３
および５週齢の一次海綿骨の骨梁は、上下方向に伸びる細い柱状構造からなり、10週齢では
それはかなり太さを増す。また、二次海綿骨の骨梁も、３週齢では不規則に配列しているが、
５週齢になると骨梁の密度が増し、中には幅の広い骨梁がみられるようになる。そして、10
週齢になると骨梁の密度は低下するが、骨梁の配列状態に規則性が現れ、それらは主として
上下方向に配列するようになる。この変化をWolffの法則やメカノスタット理論4-7）に照らし
合わせて考えれば、発育に伴う自重や運動量の増加によって大腿骨側からの加重が増し、そ
れが脛骨近位骨幹端の海綿骨に作用したために生じたと思われる。
　ラットの場合、６週齢で妊娠可能な時期となり、11週齢以降で安定した出産が可能になる
とされている9）。これはラットの性成熟の変化であるが、ヒトの成長に当てはめて考えると、
本実験で用いた５週齢のラットはヒトの思春期頃に相当し、10週齢のラットはヒトの20歳代
に相当するものと思われる。したがって、思春期までのように活動が活発であっても、自重
の軽い状態では骨梁は細く、その後の骨梁の太さの増加には、発育に伴う自重の増加が関わ
っていたであろうことが推測される。このことは、運動実験による骨の増加を示した報告10）
や、反対に、骨粗鬆症の危険因子として、痩身が挙げられていることによっても裏付けられ
る。また、その影響は骨梁の配列状態にも現れ、10週齢では上下方向に規則的に配列するよ
うになるが、これは大腿骨側からの機能圧を的確に脛骨の皮質骨に分散、伝達するために有
効なものであると思われる。
　骨端軟骨は長骨の長軸方向への成長をもたらすが、発育に伴って厚さが減少し、最終的に
骨に置換され、骨端閉鎖となる11）。樹脂包埋された研磨標本で観察すると、３および５週齢
では骨端軟骨の下方の領域には肥大した軟骨細胞が存在し、また、骨端軟骨下部には濃い青
色に染色される予備石灰化帯がみられる。それは３週齢では肥大した軟骨細胞の狭い間隙に
わずかに見られる程度であるが、５週齢ではその幅が増し、10週齢になると骨端軟骨下部の
全体が濃い青色に染色されるようになる。このような部位を走査電子顕微鏡で観察すると、
３および５週齢では一次海綿骨の骨梁が骨端軟骨内に突出しているようにみられるが、10週
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齢では骨端軟骨内に石灰化した板状の構造物の存在が確認されており、これは研磨標本にお
ける軟骨下部全体のTBで濃く染まる予備石灰化帯に相当すると思われる。ウィスター系ラ
ットでは生涯を通して骨端軟骨が残存し、成長を続けるとされている9）。しかし、これらの
ことから、10週齢以降では骨端軟骨の中で予備石灰化帯の占める割合がかなり高くなること
や、その結果、骨端軟骨が骨の成長よりも大腿骨側からの加重を受け止めるのに適した構造
に変化を遂げているものと思われる。
　発育期の骨には、基質線維の密度や配列状態の違いからみた分化度が、異なる骨組織が混
在する。下顎骨関節突起における骨組織の分化度の発育変化に関する報告12）によると、下
顎頭軟骨直下の一次海綿骨では基質線維が疎で、配列が不規則な骨が形成されている。一
方、二次海綿骨では基質線維が密になって、それらがほぼ平行に配列する部位や、層板様の
構造を示す部位が出現するとされている。
　本研究では、一次海綿骨を拡大して観察すると、３週齡から５週齢になるにしたがって一
次海綿骨の骨梁は太さを増すが、基質の染色性は一様で、いずれもトルイジンブルーに濃く
染色されている。10週齢の骨梁にも同様な染色性を示すものが多く認められるが、一次海綿
骨の下方の領域では、トルイジンブルーに濃く染まる骨梁表面に、淡い染色性の骨組織がわ
ずかに添加されているものもみられる。この一次海綿骨の骨梁は骨端軟骨の予備石灰化帯と
同様に、TBに濃く染色されていることから、それらは軟骨小腔の開放に伴って残存した石
灰化軟骨基質であると考えられる。したがって、５週齢までは、一次海綿骨の中でも骨端軟
骨直下に位置するものは石灰化軟骨梁であり、10週齢ではその部位ですでに薄い染色性の骨
が添加され始め、このことから発育に伴って組織分化が進められていることが理解される。
また、石灰化軟骨梁自体も週齡が進むにしたがって太さを増すのは、骨端軟骨における肥大
細胞層の肥大化が弱まり、細胞間基質の面積が増えたことによって生じたと思われる。
　二次海綿骨を拡大して観察すると、いずれの週齡の骨梁もトルイジンブルーに濃く染まる
部分を薄紫色の骨組織が取り巻いている状態が認められる。また、５週齢の骨梁では骨基質
内に、骨梁表面に対して平行な線が不明瞭ながらみられる部位が出現し、10週齢では骨基質
内に明瞭な層板様構造がしばしば認められる。脱灰パラフィン切片にヘマトキシリン・エオ
ジン染色を施して、二次海綿骨の骨梁を観察すると、いずれの週齡のものも一次海綿骨より
骨基質がエオジンに濃く染色されており、また、同じ二次海綿骨の中で比較すると、週齢が
進むにしたがってより染色性が高まっている。陳13）はセメント質の基質を光学および電子
顕微鏡を用いて観察し、基質の染色性と電子顕微鏡で見た基質線維の密度や配列方向の関連
性を明らかにしている。本研究の結果を陳の報告に当てはめて考えると、５週齢以降では、
骨基質内に層板構造が形成され、隣り合う層板ごとに基質線維が直交する方向に配列してい
るであろうことが推測される。このように、海綿骨の骨梁には、発育に伴って太さの増加の
みならず、その基質線維の構造にも変化をもたらすことによって、力学的強化を図っている
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と思われる。
　ヘマトキシリンは塩基性色素であり、核やリボソームのような酸性を示す細胞小器官との
親和性が高い13）。また、核が細胞の一側に偏在することは、腺細胞や脂肪細胞でもみられる
ように、骨芽細胞においても細胞小器官の増加に伴ってみられる14）。本研究における観察に
よると、３週齢の一次海綿骨に存在する骨芽細胞は極性の不定なものが存在する。５週齢で
は骨梁表面に細胞の極性が明瞭なものが見られ始め、また、細胞質のヘマトキシリンの染色
性がやや高まっている。二次海綿骨では、骨芽細胞は一次海綿骨のものと比較してやや大型
となり、また、極性が明瞭なものが多くみられ、細胞質がヘマトキシリンに濃く染まってお
り、そのような状態は週齡が進むほど顕著となっている。これらのことから、週齡が進むに
したがって骨端軟骨付近から骨芽細胞が細胞の分化が進められ、二次海綿骨の骨芽細胞にも
同様に変化が生じることによって上述した層板様の骨組織が形成されるようになると思われ
る。
結　論
　海綿骨の骨梁には、発育に伴って太さの増加のみならず、基質線維の構造にも変化がもた
らされることによって力学的強化が図られており、そのような基質の組織分化に骨芽細胞の
分化が関わっていることが理解された。
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SUMMARY
　Structures of primary and secondary cancellous bone of growing rats were observed, in 
order to investigate changes in differentiation of bone tissue and cells, in relation to their 
functions. Three, five and ten weeks old male rats were used as materials, they were 
sacrificed, and their hindlimbs were excided. Those specimens were analyzed and 
observed macro- and micro-scopically. 
　Thickness of bone trabeculae of primary cancellous bone increased as growing. The 
bone trabeculae of secondary cancellous bone also indicated the increase of thickness, and 
their regular arrangements of superior-inferior direction. The trabeculae of primary 
cancellous bone were composed of only calcified cartilage matrix until 5-week-old. But 
new bone were added around those calcified cartilage just under growth plate, 
furthermore, lamellar-like structures were recognized in the bone matrix of secondary 
cancellous bone of 10-week-old rat. Osteblasts that existed in primary cancellous bone of 
3-week-old rat indicated indefinite polarization. But, the polarization of those cells were 
going to be distinct and cytoplasm became indicate high basophilic stainability as growing. 
Same changes were observed in secondary cancellous bone. 
　From these facts, it was thought that mechanical intensity of the bone trabeculae was 
improved, according to not only increasing bone trabeculae thickness, but also changing 
the structure of matrix fibers with growing, and those changes were related in 
osteoblasts’ differentiation. 
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